\

u (1/h)

d x..'.‘__;,. Congreso Nacional

> de Biotecnologia y Bioingenieria

VIl Simposio Internacional de
Producciéon de Alcoholes y Levaduras

Produccién de etanol por Escherichia coli etanologénica en presencia de acetato de sodio
Marco T. Fernandez Sandoval, Daniel Diaz Lopez, Guillermo Gosset Lagarda, Alfredo Martinez Jiménez
Instituto de Biotecnologia-UNAM. Av. Universidad 2001. Col. Chamilpa. Cuernavaca Mor. 62210
Fax: 317 2388. Correo electronico: marcot@ibt.unam.mx
Palabras clave: Escherichia coli, etanol, acetato.

Introduccion. ElI uso de hidrolizados de residuos
lignocelulésicos representa una opcibn para la
generacion de metabolitos de interés industrial como el
etanol carburante. Sin embargo, estos hidrolizados
contienen de 4-12 g/L de acetato (1) él cual es dificil y
costoso de remover. En funcion del pH de cultivo, el
acetato es toxico aun a bajas concentraciones, afectando
las velocidades de crecimiento celular y de produccion de
etanol con levaduras y bacterias.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto que tiene
el acético/acetato sobre el crecimiento y la produccion de
etanol en una cepa homo-etanologénica de Escherichia
coli (AldhA, AadhE, Afrd, PpfiB::pdcz,, adhAz.).
Metodologia. Los cultivos se llevaron a cabo en mini-
fermentadores (200 mL) con pH controlado, sin aireacion,
en medio mineral-50 g/L de glucosa, 37°C y 100 rpm. Se
evaluaron concentraciones de acetato de sodio de 0.5-40
g/L a pH 7, y por otro lado valores de pH de 5.8-7.0 con
acetato de sodio (2 g/L). Se determiné el efecto sobre la
velocidad especifica de crecimiento (u), consumo de
glucosa, rendimiento y productividad de etanol.
Resultados y discusidon. La pse relaciond con la
concentracion no disociada del &cido acético, obtenida
con la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (fig. 1). La
concentracion del ion acetato mostré una relacion directa
con la pcuando se evaluaron diferentes valores de pH,
por lo que no se considerd ser tan toxico como el acido
acetico.
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Fig 1. Relacién entre la u y la forma no disociada de acido
acético, evaluados a distintas concentraciones de acetato y pH

Sin embargo, La figura 1 muestra que la concentracion
de la forma no disociada del acido acético afecta la u de
la cepa independientemente de la concentracion de

acetato de sodio afiadido o el valor de pH empleado.
Este fenébmeno se debe a que el acido acético puede
difundir a través de la membrana, acidificar el citoplasma,
promover el incremento intracelular del ion acetato y
generar gasto de ATP para expeler H* (2). Se estim6 que
la concentracion de inhibicion del crecimiento por acido
acético es de 280 mg/L.

En la tabla 1 se muestra el efecto del acetato de sodio
sobre diversos parametros cinéticos. La reduccion de p y
la velocidad especifica de consumo de glucosa se
presentan a concentraciones mayores a 10 g/L, sin
embargo, los parametros de produccion de etanol no se
afectan en gran medida (g, y Yps) por debajo de 30 g/L,
quizd porque no se inhiben las enzimas de la via
fermentativa. La cepa etanologénica tiene interrumpido el
gene pflB, no permitiéndole generar acetii Co-A en
condiciones anaerobias, al parecer el acetato funciona
como precursor de acetil Co-A por vias alternativas (3).

Tabla 1.Parametros cinéticos de E. coli etanologénica a
diferentes concentraciones de acetato de sodio (pH 7).

Acetato dp Y Qp
de sodio (Ll—l) (9etor/9cel E(B;)';/Glc (9eror!
(/L) h) L h)

0.5 0.17 0.95 74 0.2
5 0.30 1.00 93 0.7
10 0.28 0.92 88 0.7
20 0.17 0.8 86 0.32
30 0.11 0.55 82 0.17
40 0.08 0.41 77 0.06

Conclusiones. Bajas concentraciones de acido acético
afectan el crecimiento de esta cepa debido a que esta
forma es mas toxica que el ion acetato acidificando
principalmente el citoplasma. A pH 7, la cepa
etanologénica de E. coli, empleada en este trabajo, no
seria inhibida por las concentraciones de acetato
presentes en hidrolizados lignocelulésicos (4-12 g/L)
como lo serian levaduras o0 Zymomonas mobilis.
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